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    Using a reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR)-based quantitative analysis 
method, we investigated MDR1 mRNA expression levels in 58 bladder cancer specimens to determine 
whether MDR1 gene expression was induced or enhanced in bladder cancers during chemotherapy. 
    In bladder cancer specimens which were obtained from patients treated with anticancer drugs, 
significantly higher expression levels of MDR1 mRNA were observed than in those from patients not 
treated with any anticancer drugs  (p=0.0134, Mann-Whitney U test). 
   From 14 patients who had bladder cancer, clinical specimens were obtained before and after 
neoadjuvant intra-arterial chemotherapy. The expression levels of MDR1 mRNA were significantly 
higher in the post-treatment specimens than in the pre-treatment specimens  (p=0.0298, Wilcoxon 
signed-rank test). Of these 14 patients, 7 patients exhibited increased levels of MDR1 mRNA 
expression after chemotherapy. In 6 patients, there were no changes in the  MDR1 mRNA expression 
levels before and after chemotherapy. Only one patient exhibited ecreased levels of MDR1 mRNA 
expression after chemotherapy. No significant correlations were observed, between MDR1 mRNA 
expression levels and effect of the chemotherapy determined microscopically, dosage of anticancer 
drugs, or patient outcome. 
   In conclusion, this study indicates that MDR1 gene expression in bladder cancers is induced and 
enhanced uring chemotherapy. This overexpression f the MDR1 gene may contribute to resistance 
to anticancer drugs after repeated chemotherapy. 
                                             (Acta Urol. Jpn.  43: 629-636, 1997) 




癌 治療 における化学療法 は,有 効 な治療法 の一つ と
して重要視 されているが,同 時 にい くつ かの課題 も残
されている。そのひ とつ として抗癌剤耐性化 の問題が
挙げ られる.泌 尿 器科領域 において も,抗 癌剤 に対す
る反応性 が比 較的良い とされる膀胱癌で さえ化学療法
を繰 り返 す と徐 々にその反応が鈍化 し,治 療効果が低
下する とい う問題 を しば しば経験す る.抗 癌剤耐性化
の機 序について十分理解す るこ とは耐性化克服の ため
の第一歩 であ り,膀 胱癌 を含 め各種腫瘍 に対す る化学
療法の成績 向上のために不可欠 である と考 えられ る.
癌細胞 の抗癌剤耐性化 につ いては今 日さまざまな耐
性因子 をもってその説 明が な されているが,最 も注 目
さ れ て い る も の の 一 つ にmultidrugresistantl
(MDRI)geneによ りcodeされ て い るP-glycopro-
tein(P-gp)があ る.細 胞 膜 に存在 す る170kDの糖
蛋 白 で あ り,ホ ル モ ン.毒 素 の 他,adriamycin
(ADM)やvinblastin(VLB)などの抗 癌剤 を細胞 内
よ り細胞外へ 送 り出す働 きを持つ とされ,抗 癌剤 耐性
と密接 な関連 があ る と考 え られて いる1,2)尿路上皮
腫 瘍 に お い て も代 表 的 な化 学 療 法 で あ るM-VAC
(methotrexate,vinblastin,adriamycin,cisplatin)
療 法施行後 に再発 をきた した症例 に対 して,ADM,
VLBを 除 き,代 わ りにVP-16を加 えた化学療 法 を
施行 して治療効果 を認 めた とす る報告 がみ られ3),尿
路上 皮腫 瘍 に対す る化学療法の効果 とMDRI遺 伝子
発現 との関連性が推察 され てい る.
白血病,卵 巣癌 な どの,他 の臓器の腫 瘍においては
化学 療法後 にMDR1遺 伝子発現 レベ ルの上昇が認 め
られ,抗 癌剤 に対す る耐性化 との関連が報告 されてい
る4,5)が,膀胱 癌 に関 して は明 らかに されてい ない
そ こでわれわれは抗癌剤 を投与 された臨床治療例 にお































培養 細胞株 と して膀 胱癌細 胞株HTI376と腎癌細
胞株ACHNお よびそ のADM耐 性株 を使用 した.
ACHNのADM耐 性 株 で あ るACHN/ADMは,
10%牛胎児血清加MEM培 養液 に添加す るADMの
濃度 を段階的 に高 くす ることに よ り作成 した6)
臨床材料 と して,膀 胱癌58例について検討 し,そ れ









培 養 細 胞 株 は250ccフ ラ ス コ にfullgrowthさせ,
こ れ をcalciummagnesiumfree-phosphatebuffered
salineにて 洗 浄 し た 後,癌 細 胞 を 剥 離 さ せ,遠 沈 後,
回 収 し た.こ れ ら の 検 体 か らQuickPrepMicro
mRNAPurificationKit(Pharmacia,Uppsala,
Sweden)を用 い てoligo(dT)-celluloseにてmRNA
を 抽 出 し,以 後 の 処 理 を 要 す る ま で 一70℃ で 凍 結 保
存 し た.
(2)ComplementaryDNA(cDNA)合成
凍 結 保 存 し て お い たmRNAよ りFirst-Strand
cDNASynthesiskit(Pharmacia)を用 い て,pd
(N)6primerにてcDNAを 合 成 し た.
(3)Primer
MDRImRNA増 幅 の た め のprimerは,5'-GGA
TGGATCTTGAAGGGGA-3',5'-CCTCCA-
GATTCATGAAGAACCC-3'と し た7)ま た 内 部 コ
ン トロ ー ル と し て 用 い る β一actinmRNAの 増 幅 に つ
い て は,5'-ACAATGAGCTGCGTGTGGCT-3' ,
5'-TCTCCTTAATGTCACGCACGA-3'をprimer
と し た7).な おsenseprimerとanti-senseprimer
は,そ れ ぞ れ 異 な るexonに 対 応 さ せ ,genomic
DNAか ら は 目 的 と す る 大 き さ のPCR産 物 が 増 幅 さ
れ な い よ う に した 。
(4)PCR
mRNAO.1μgに 相 当 す る 量 のcDNAをtemplate
と し て10XPCRbuffer10μ1,dNTPlpt1 ,Ampli
TaqDNApolymeraseO.5μ1,MDRImRNAま た は
β一actinmRNA増 幅 用 のprimer各5μ1に 蒸 留 水 を
加 え て 計IOOPtlと し,PCRを 施 行 し た.1サ イ ク ル
がdenaturation(95℃)60秒,annealing(55℃)30
秒,extension(72℃)30秒で 構 成 さ れ るPCRを 施 行
































































































































































耐性株 を用い,同 時 にPCRを 行 った.
(5)電気泳動
MDRImRNAに 対 す るPCR産 物(327bp)4,1`1
と β一actinmRNAに対す るPCR産 物(372bp)4μ1
にsamplebuffer2μ1を加 え10μ1と した.こ の混合
液 をNuSicve3:1(FMCBioproducts,Rockland,
ME)を 用 い作成 した3%ア ガロースゲル にて電気 泳
動 させ た後,ethidiumbromideで染 色 し,densito-
meterで各 バ ン ドの輝 度 を測定 した.




に対 して上記 の手順でMDR1お よび β一actinmRNA
につ い てのRT-PCR法 を施行 した.サ イ クル数 を
25,30,35,40回と変化 させ,バ ン ト輝度 よ り各 々の
PCR産 物量 を測定 した.測 定値 はサ イクル数30回で
のACHN/ADMのMDRImRNAに 対 す るPCR
産物量 を100として換算 した.
(2)PCRにおける定量性 の検討
PCRサ イ クル数 を30回に 設定 し,templateには
ACHN/ADMのcDNAを 用 いた.MDRIに つ いて
はtemplateとして 用 い るcDNAの 濃 度 をmRNA
相当量でO.1μgか らそ の2-20倍希釈 まで変化 させ,
一方 β一actinにつ いて はcDNAを 希釈 す るこ とな く
PCRを 施 行 し,両 者 のPCR産 物量 の 比 を求 め,















































4.臨 床 材料 に対 す るRT・PCR法 に よ るMDRI
mRNA発 現 レベルの測定 とその検討
臨床材料 は生検鉗子3カ ップ分 を目安 と して採取 し
た.前 述 の条 件の下.PCRサ イ クル数 を30回と して
RT-PCR法を施行 した.MDRImRNAお よび β一
actinmRNAに対 す るPCR産 物 を測定 し,そ の比 を
MDRImRNA発 現 レベ ル として求 め,臨 床 的背景
との関連性 につ いての検討 を行 った.
5.組 織 学的治療 効果 の検討
化学療法後 の組織学的効果 は膀胱癌組織学 的治療効
果判 定基 準8)に基づ き臨床経過 を関知 しない1人 の病
理医 によ り判定 された.
6.統 計学 的解析
抗癌 剤投与 前後 でのMDRImRNA発 現 レベ ルに
関 してはWiicoxonsigned-ranktestを,またMDRl
mRNA発 現 の陽性 率 に関 して はFisherの直接確 率
計算 法 を用 いて比較検 討 した.他 の比較 につ いて は
Mann-WhitneyUtestにて統計学的解析 を行 った.
結 果
1.MDRlmRNA定 量の ための基礎 的検討
各培 養 細胞 株 にお け るMDRImRNAお よび β一
actinmRNAにつ い て のPCRkirleticsをFig.1-a
お よび1-bに 示 した.
またPCRサ イ クル数 を30回に設 定 し,template
であ るACHN/ADMのcDNAの 濃 度 を変化 させ,
このcDNA濃 度 とMDRImRNAに 対す るPCR産
物量 と β一actinmRNAに対す るPCR産 物 量 の比 よ
り求 め られ るMDRImRNA発 現 レベル との関係 を
Fig,2に示 した.
2.臨 床材料 におけるMDRImRNA発 現 レベル
(1)膀胱癌の異型度別,深 達度別 の比較
初発,未 治療 の膀胱癌 を異 型度別 にgrade1,2,3
と分 けて,MDRImRNA発 現 レベ ル を比較 した.
Gl,G2,G3群 のMDRImRNA発 現 レベルの範 囲
はそれぞれ,0か ら0.21,0から0.25,0から0.08で,
中央値 はいずれ も0で あ り,群 間に有意 な差 は認 めな
かっ た(Glvs.G2,p=・O.5616;Glvs.G3,p=
O.7373;G2vs.G3,p=・O.8765).
また深 達度 が明 らか な膀胱摘 除症例(全 例neoad-
juvant化学 療 法 施 行)に つ い て は,深 達 度 別 に
MDRImRNA発 現 レベ ル を比 較 した.pTlま で の
表在型 とpT2以 上の浸潤型で のMDRImRNA発 現
レベ ルの範囲 はそれぞれ,0か ら0.58,0か らO.40で,
中央値 は それぞれ,0.06,0.055であ り,両 群 に有 意
差 を認め なか った(p=0.8166).
(2)膀胱癌の未治療群 と治療群 との比較
初 発 膀 胱 癌 の 比 較 で は,未 治 療 群 のMDRI
mRNA発 現 レベ ルの範 囲が0か らO.25で中央値0で
あるのに対 して,治 療群で は発現 レベルの範 囲は0か
らO.58で中央値0.llであ り,両 群 の発現 レベ ルの分布
に有意差 を認 めた(p=o.0134)(Fig.3).さらに治療
群 に化学 療法 後 の再 発症 例5例 を加 えて検討 した場
合,発 現 レベ ルの範囲 は0か ら0.58で中央値0と なる








































































発現 を認め たの に対 して治療群で は19例中10例,





















与 後 にMDRImRNA発 現 レベ ル の上 昇 を認 め た
(Fig.4).残りの7症 例 にお いて は6例 が不 変,1症
例が 減少 してい た.MDRImRNA発 現 レベ ル は抗
癌剤投与 前 よ り投 与後 において有 意 に高 か った(p=
0.0298).
14症例 全例 でneoadjuvant化学療 法 と しての動 注
化学 療法 を施 行 され て いる が,MDRImRNA発 現
レベルの上昇 を認めた7例 と認め なか った7例 におい
て,ADM誘 導体,CDDP,MTXの 各抗 癌 剤投 与
量 に差 を認 め なか った(ADM誘 導体,p=0.4254;
CDDP,p=0,1387;MTX,p=O.1565).また抗 癌
剤投 与か ら手術(臨 床 材料採取)ま での期 間(日 数)






























抗癌剤投与 による組織学的効果 は膀 胱癌 組織 学的治
療効果判定基準 に従 って,gradel-a8例,gradel-b
4例,grade22例 の3群 に分類 され たが,各 群 間
にMDRImRNA発 現 レベル に有意 差 は認 め られな
かっ た(1-avs.1-b,p・=O.0582;1-avs.2,p=
0.3351;1-bvs.2,p=O.4811)(Fig,5).
またこれ ら膀胱癌14症例 について再発 を認めた群 と
認 め な か っ た 群 と の 間 で 化 学 療 法 後 のMDRI
mRNA発 現 レベ ル に有 意 差 を認 め な か った(p=
0.9038).同様 に予 後調査 において癌 な し生存群 と癌
死群 との 問で も化学 療法後 のMDRImRNA発 現 レ
ベ ルに有意差 を認め なか った(p=O.6311).
考 察
MDRI遺 伝子 によってcodeされてい るP-gpは,
ATP依 存性 に薬 剤 を細胞 内か ら細胞 外へ輸送 する能
力 を持ち,そ の発 現量 はADM,VLBな どのいわゆ
るP-gp関連抗癌 剤 に対 す る耐性度 と深 く関連 してい
る と言 わ れ て い る.MDRI/P-gp発現 の検 出 に は
様 々な方法が用 い られて きたが,Northernblot,slot
blot,insituhybridization,immunohistochemistry
な どの他 の手法 と比 較す る とPCR法 は定量 性 に優
れ,ま た感度 も高 い9'1D今 團使用 した培養 細胞 株
ACHNも 免疫 組織 化学 染色 で はP-gp発現 を確 認 し
得 な いがRT-PCR法 で はわ ず か100pgのmRNA
か らMDRImRNAが 検 出可 能 で あ った7)ま た
Northernblot,slotblotに比 べ,必 要 とす る組織 量
が少 な くて 済 む た め,生 検 材 料 か ら で もMDRl
mRNAの 検 出 が可 能 であ り,治 療 の 早期 に腫瘍 の
MDRI遺 伝子 発現 につ いて の情 報 を得 るこ とがで き
る とい う利 点 もあ る.ま た培 養 細 胞 株 の 中 に は
MDRI遺 伝子 の増幅 に よ り抗 癌剤 に対 して耐性 化す
る ものがみ られるが,臨 床 において はほ とん どすべて
の症例 が転 写充進 とい うメ カニ ズムを もって耐性 を獲
得 す る と考 え られて お り12),この点 か ら もmRNA
定 量が可 能なRT-PCR法 がMDRI遺 伝子発 現 の検
出に適 当 と思われた.
RT-PCR法に よる測定 におい てそ の感 度 を上 げる
と同時に定量性 を持 たせ るため には1サ イクルの構成
(温度,時 間)やtemplateの量,ま たPCRサ イ クル
数な どの適切 な設定 が必 要不 可欠であ る.わ れわれは
各種培 養細胞株 を使用 し,本 測定系 におけるPCR増
幅のkineticsを調べ た.一 般にPCRサ イクル数 が多
いほ どその測定感 度は高 くなる.し か し本測定系 にお
いて はサ イクル数 を40回まで増やす と本 来P-gp発現
に 差 の あ るACHNとACHN/ADM6>と の 間 に
MDRImRNAに 対す るPCR産 物量 の差異 を認 めな
くなって しまう.こ れ はACHN/ADMに お い て,
PCRサ イ クル数35回付 近 でPCR産 物 量がplateau
に達 す るた め と考 え られ る.MDRI/P-gpの発 現 の
高 い細胞で もそのPCR産 物量がplateauに達す るこ
とな く,な おかつ高い感 度 を維持で きるよ うに,今 回
はPCRサ イクル数 を30回に設定 した.そ して この条
件 の下 に,cDNAの 希釈系 列 をtemplateとして用 い
PCRを 施 行す る ことに よって,そ の定量性 を確認 し
た.ACHN/ADMの212分 の1のMDRImRNA発
現 量 まで測定可能であ り,Westernblottingなどの他
の測定 法 に比べ,高 い感 度 を有 して い る と考 え られ
た.
またhousekeepinggeneであ る β一actinのmRNA
に対す るPCR産 物 量 も測定 したが,そ のPCR増 幅
のkineticsから もサ イ クル数 は30回で適 当 と考 え ら
れ た.β一actinmRNAの検 出 を同時 に施 行す る こ と
によ り臨床材料か らmRNAが 採取 されてい るかの確
認 が 可 能 で あ り,さ ら にMDRImRNAに 対 す る
PCR産 物量 を β一actinmRNAに対す るPCR産 物 量
で 除 して標準 化 す る こ とによ り,ethidiumbromide
で の染色 の濃 淡 やdensitometerへの画像 取 り込 み時
の バ ン ド輝 度 の誤差 を補 正 で き,MDRImRNA発
現の よ り正確 な定量が可能 にな ると考 えられ,こ の値
をMDRImRNA発 現 レベ ル とした.
膀胱癌(移 行 上皮癌)に おいて,異 型度 とMDRl
mRNA発 現量 との 関連 を検 討 したが,ど の群間 に も
有意差 を認 めなか った.腺 癌 の ようにその由来す る組
織 にMDRI遺 伝子 が強 く発現 している もので は,癌
細胞が未分化 にな るにつれて本来の組織構造 や機 能が
崩 れ,結 果 と してMDRI遺 伝子 の発現 が弱 ま り,
MDRI遺 伝子 発現 と異型度 とに逆相 関が み られ る こ




急性白血病,慢 性 リンパ球性白血病 などの血液疾
患4)や卵巣腫瘍5),神経芽細胞腫,褐 色細胞腫14),肝













床治療例 において も抗癌剤 投与 によ り膀 胱癌 の
MDRI遺伝子発現が誘導されることが確認された.
膀胱癌治療において,初期の化学療法に対 して良好な










との報告 もある19)が,今回の検討 において抗癌剤 を









今後,癌 細胞がMDR1遺 伝子発現誘導を引 き起 こし
やすい環境などについて明らかにしてい くためには更
なる症例の集積 とその解析が必要 と思われる.
同様に,MDRImRNA発 現 レベルと組織学 的効




と考えられる.白血病 をは じめ,い くつかの腫瘍にお
いてはMDRI/P-gp発現と化学療法の効果との関連




強い因子 はADMに 対する感受性であ り,ADM耐




モー ター を活性化 し,一 方 正常 のp53遺伝 子 は
MDRI遺伝子 の活性化 を抑 制す る との報告 もあ
り29),MDRI遺伝子 と癌遺伝子や癌抑制遺伝子 とが










1.膀 胱癌 において抗癌剤が投与 され た治療群 は未
治療 群 に比べ,有 意 に高 いMDRImRNA発 現 レベ
ル を示 した.
2.膀 胱癌患 者14例にお け るneoadjuvant動注 化
学療 法前後 の比較 で も,投 与後 に有意 に高 いMDRl
mRNA発 現 レベル を認めた.
3.以 上 よ り,臨 床治療例 において も抗癌剤投与 に










3)瀬 口 利 信,中 野 悦 次,三 木 恒 治,ほ か:進 行 性 尿
路 上 皮 癌 に 対 す るMEP(Methotrexate,Etopo-
side,Cisplatin)療法 とM-VAC(Methotrexate,
Vinblastine,Doxorubicin,Cisplatin)療法 の 臨 床

























岡 野 学,川 本 正 吾,根 笹 信 一,ほ か;腎 癌 に お






日 本 泌 尿 器 科 学 会,日 本 病 理 学 会 編:膀 胱 癌 取 扱















高 鳥 登 志 郎,小 倉 光 雄:MDRI遺 伝 子 と 発 現 調
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